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大 最 创伤 性 颅 脑 损伤 后 脑室 下 区 内 源 性 神经 干 细 肥 的 增殖 与 分 化 
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摘要 :目的 探讨 创伤 性 脑 损 伤 后 脑室 下 区 (SVZ) 神 经 干细胞 (NSCs) 的 增殖 分 化 的 时 程 变 化 。 方 法 采用 随机 数字 表 法 将 大 鼠 
分 为 3 组 ,对 照 组 不 做 任何 处 理 , 假 手术 组 仅 切 开头 皮 和 颅骨 开 窗 ,实验 组 采用 Feeney 氏 法 造成 颅 脑 损伤 (TBI)。 选 用 Nestin 与 
BrdU 两 种 细胞 标志 物 及 神经 元 特异 标志 物 神经 元 特异 性 烯 醇化 酶 (NSE) 及 胶 质 细胞 标志 物 GFAP, 采 用 免疫 痰 光化学 方法 对 3 
组 脑 组 织 标本 分 别 行 双 标 蛋白 抗体 免疫 荧光 染色 ,检测 TBI 后 SVZ 内 源 性 NSCs 的 增殖 、 分 化 变化 。 结 果 TBIR , 伤 侧 
SVZNestin/NSE 、Nestin/GFAP、BrdU/NSE、BrdU/GFAP 标 记 阳 性 细胞 均 明 显 增多 , 伤 后 第 1 天 开始 升 高 ,第 3 天 达 峰 值 ,第 14 天 
恢复 正常 ,实验 组 4 个 时 间 点 间 及 实验 组 与 对 照 组 对 应 时 间 点 间 的 比较 差异 均 有 显著 性 意义 ,其 中 以 Nestin/GFAP 标 记 的 增殖 分 
裂 阳性 细胞 升 高 最 显著 。 结 论 TBI 后 ,动员 了 伤 侧 SVZ 中 的 NSCs, 诱 导 该 区 内 源 性 NSCs 的 增殖 分 化 ,提示 SVZ 是 NSCs 增 殖 
分 化 的 重要 的 生发 中 心 之 一 。 
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Proliferation and differentiation of endogenous neural stem cells in subventricular zone 
in rats after traumatic craniocerebral injury 
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Abstract: Objective To observe the time course of proliferation and differentiation of neural stem cells (NSCs) in the 
subventricular zone (SVZ) of rats following traumatic craniocerebral injury (TBI) Methods Forty-eight SD rats were 
randomized into 3 groups, namely the control group without any treatment, the sham-operated group with scalp incision and 
preparation of a cranial window, and TBI group with craniocerebral injury induced by Feeney's method. With nestin and BrdU 
as two cell markers, NSE as the neuron-specific marker and GFAP as the glial cell marker, immunofluorescence assay with 
double labeled antibodies was performed to examine the proliferation and differentiation of endogenous NSCs in the SVZ at 
different time points after TBI. Results The numbers of cells positive for nestin/NSE, nestin/GFAP, BrdU/NSE, and BrdU/GFAP 
in the SVZ of the rats increased significantly after TBI. The positive cells began to increase at 1 day after TBI, reached the peak 
level at day 3 and became normal at day 14, showing significant differences between the time points of measurement following 
TBI and from the cell numbers in the control group measured at the same time points. The cells positive for nestin/GFAP 
showed the most distinct increase in the SVZ of the rats with TBI. Conclusion TBI results in mobilization of the NSCs in the 
SVZ on the injured side to cause the proliferation and differentiation of the endogenous NSCs. The SVZ is one of the most 
important germinal centers of NSC proliferation and differentiation. 
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创伤 性 颅 脑 外 伤 (TBI) 的 发 病 率 居 创 伤 的 首位 , 据 
统计 ,全 球 每 年 约 有 1000 多 万 人 遭受 各 种 类 型 和 不 同 


TBI 后 致 残 率 >20%”。 有 关 颅 脑 损 伤 后 的 继 发 性 损伤 
与 修复 机 制 非常 复杂 ,由 于 损伤 局 部 恶劣 的 微 环境 ,使 


程度 的 颅 脑 损伤 ,流行 病 学 调查 表明 ,儿童 和 青 少 
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得 成 熟 中 枢 神经 系统 (CNS ) 轴 突 再 生 非 常 困难 ”, 到 有 目 
前 为 止 ,仍然 没有 一 种 有 效 的 方法 可 以 很 好 的 防止 TBI 
导致 的 各 种 长 远 期 并 发 症 , 或 者 加 速 患 者 功能 的 康复 "。 

神经 干细胞 (NSCs) 在 机 体 中 具有 重要 作用 ,能够 
对 颅 脑 损伤 后 脑 组 织 中 受到 损害 的 神经 元 进行 补充 ,对 
患者 脑 组 织 中 受 损 的 部 分 环 路 及 功能 进行 重建 ”, 达 到 
修复 神经 损伤 的 目的 。 现 代 研 究 已 证 实 ,NSCs 存 在 于 
成 熟 中 枢 神 经 系统 的 多 个 区 域 “, 主 要 有 脑室 下 区 
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(SVZ) 和 海马 的 颗粒 层 下 区 (SGZ) 的 齿 状 回 , 特 别 是 
SVZ 是 NSCs 增 殖 的 一 个 重要 地 方 , 它 能 够 产生 瞬时 增 
殖 细 胞 ,然后 生成 神经 细胞 和 胶 质 细胞 ,这 有 助 于 神经 
细胞 自我 更 新 和 对 受伤 做 出 反应 "但 由 于 伦理 学 及 
技术 方面 的 问题 ,目前 NSCs 移植 治疗 TBI 尚 难 运用 于 
临床 。 因 此 ,对 于 内 源 性 NSCs 增 殖 分 化 及 修复 受 损 组 
织 的 机 制 研究 是 解决 NSCs 来 源 的 关键 问题 ,是 干细胞 
技术 由 实验 走向 临床 必须 解决 的 重要 课题 *。 

本 实验 拟 通 过 Feeney's 自由 落体 法 建立 大 鼠 颅 脑 
损伤 模型 ,采用 免疫 组 织 化 学 及 免疫 荧光 化 学 等 技术 
方法 ,检测 TBI 后 伤 侧 SVZ 内 源 性 NSCs 的 增殖 分 化 
情况 ,研究 TBI 后 内 源 性 NSCs 原 位 增殖 .分 化 .迁移 的 
变化 及 规律 ,为 TBI 后 调动 诱导 自体 NSCs 参 与 颅 脑 组 
织 功能 修复 的 临床 应 用 提供 可 借鉴 的 实验 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 分 组 

SD 大 鼠 鼠 龄 2~3 个 月 ,体质 量 约 200 g。 共 48 只 ， 
采用 随机 数字 表 法 分 为 3 个 组 ,分 别 为 假手 术 组 .对照 
组 和 实验 组 。 其 中 8 只 为 假手 术 组 仅 切 开 头皮 和 颅骨 
开 窗 ,不 致 脑 损伤 ;8 只 为 对 照 组 不 做 任何 处 理 ; 实 验 组 
又 依据 损伤 后 时 间 不 同 分 为 4 个 组 ,分 别 为 1.3、7、14 d 
组 ;每 组 8 HAK Ro 
1.2 模型 制备 

将 大 鼠 以 10% 水 合 氧 醛 . 依 0.4 mL/100 g 体 质量 行 
腹腔 内 注射 麻醉 ,其 头 部 被 固定 于 立体 定向 仪 上 ,常规 
手术 开 颅 胃 窗 (直径 5 mm) 后 ,在 硬 膜 保持 完整 的 情况 
下 用 20 g 夸 码 于 30 cm 高 处 通过 一 金属 导 杆 坠落 (使 
致 伤 冲击 力 为 600 g.cmy) ,以 通过 该 冲击 力 撞击 置 于 硬 
膜 上 的 圆锥 、 造 成 据 脑 的 损伤 。 伤 后 1 h 参 照 Wayne 
Clark “方法 ,进行 神经 行为 学 观察 及 评分 ,该 方法 大 鼠 
颅 脑 损伤 轻 、 中 、 重 型 的 神经 行为 学 评分 依次 分 别 为 6 
分 .12 分 和 18 分 。 选 用 其 中 的 中 型 损伤 作为 研究 模型 。 


1.3 组 织 标本 一 般 形态 学 检测 


标 ) 检 测 , 以 检测 脑 损 伤 后 分 化 自 NSCs 的 神经 元 和 神 
经 胶 质 细胞 ,明确 大 鼠 颅 脑 损伤 后 自体 NSCs 原 位 增殖 
分 化 迁移 的 变化 及 在 脑 功能 修复 中 的 作用 。 
1.4.1 NSCs 标志 有 蛋白 Nestin、 BrdU 的 免疫 组 织 化 学 单 
标 检 测 的 大 概 实验 步骤 切片 标本 以 TBS 清 洗 后 ,先后 
以 50% 甲 酰 腕 /2xSSC,2N HCL,pH8.5 硼酸 缓冲 液 ， 
0.3% HO,, 含 5% 羊 血清 .0.1% BSA .0.1% TritonX-100 
的 TBS,1:100 小 鼠 抗 Nestin、 和 /或 1:200 小 鼠 抗 BrdU 
单 克隆 抗体 ,1:100 稀 释 的 生物 素 化 羊 抗 小 鼠 二 抗 , 1: 
100 稀 释 的 辣 根 酶 标记 链 亲 和 素 作用 处 理 相 应 的 时 间 ; 
再 用 DAB 试剂 盒 显 色 ; 被 片 . 封 片 后 ,显微镜 观察 、 照 
相 。 对 空白 对 照 实 验 : 用 PBS 代 替 一 抗 ,其 余 步 又 不 变 。 
1.4.2 分 化 自 NSCs 的 神经 元 和 神经 胶 质 细胞 的 免疫 荧 
光 组 织 化 学 双 标 检测 大 概 实验 步骤 将 冰冻 切片 置 于 
24 孔 板 内 , 孔 内 预先 加 入 TBS。 分 成 4 组 :ALA6 孔 做 
Nestin 和 NSE 双 标 ;B1-B6 孔 做 Nestin 和 GFAP 双 标 ; 
ClLC6 孔 做 BrdU 和 NSE 双 标 :DLD6 孔 做 BrdU 和 
GFAP 双 标 。 按 照 顺 序 处 理 , 裕 片 . 封 片 后 ,立即 置 激光 
共聚 焦 显 微 镜 下 观察 ,扫描 ,用 于 FITC、 风 丹 明 的 激发 
光波 长 分 别 为 488、543 nm, 保 存 扫描 照片 。 
1.5 细胞 计数 

用 LeciaQ Win 计 算 机 图 像 分 析 系 统 软 件 , 计 数 脑 
损伤 后 不 同时 间 点 的 脑 损 伤 灶 SVZ 处 Nestin/NSE, 
Nestin/GFAP „BrdU /NSE 及 BrdU/GFAP 双 标 荧光 阳性 
细胞 数 。 
1.6 统计 学 处 理 

采用 统计 软件 SPSS17.0 对 数据 进行 处 理 ,实验 数 
据 均 采用 均 数 + 标准 差 表 示 ,实验 结果 组 间 比 较 采 用 方 
差分 析 及 两 两 比较 (LSD) ,多 个 时 点 比较 采用 重复 测量 
方差 分 析 , 检 验 水 准 a=0.05。 


2 结果 
2.1 各 组 SVZ 光 镜 下 的 变化 
肉眼 观 对 照 组 .假手 术 组 .实验 组 7 d SVZ 变 化 可 


取 不 同 分 组 (对 照 组 假手 术 组 .实验 组 ) 不 同时 间 
点 ( 脑 损伤 模型 后 1.3.7.14 d)SVZ 的 脑 组 织 标本 ,常规 
冰冻 切片 法 制作 组 织 切片 标本 ,并 对 组 织 切片 行 HE 及 
Nissl 染 色 ,后 置 普通 光学 显微镜 下 观察 变化 结果 ,并 拍 
照 记 录 。 
1.4 免疫 组 织 化 学 检测 


见 :对 照 组 .假手 术 组 及 实验 组 SVZ 形 态 均 正常 , 呈 苍 白 
色 , 无 渗 血 ,3 者 之 间 肉 眼 观 未 见 明 显 差 异 。HE MUEIX 
染色 观察 可 见 : 对 照 组 及 假手 术 组 SVZ 组 织 无 明显 差 
异 , 细 胞 形态 正常 ,布局 有 序 ,神经 元 无 损伤 缺失 , 胞 体 、 
胞 核 清楚 , 核 仁 明显 , 尼 氏 体 密集 ,均匀 分 布 于 核 周 ; 实 
验 组 SVZ 神 经 细胞 密集 、 层 次 不 清 ,有 的 细胞 劳 有 空 泡 


取 对 照 组 .假手 术 组 和 实验 组 不 同时 间 ( 脑 损伤 模 
型 后 1.3、7、14 d) , 伤 侧 SVZ 组 织 切片 ,进行 NSCs 的 标 
WEA REA (Nestin) MRKAR (BrdU) LANI 
经 元 的 特异 标记 蛋白 [神经 元 特异 性 烯 醇化 酶 (NSE)]、 
神经 胶 质 细胞 特异 标记 蛋白 [ 胶 质 原 性 纤维 酸性 蛋白 
(GFAP) ] 等 不 同 标记 蛋白 的 免疫 组 织 化 学 ( 单 标 及 双 


变 , 核 仁 不 清 ,可 见 核 固 缩 . 核 碎 裂 ,与 对 照 组 及 假手 术 
组 相 比 有 明显 差异 。 

2.2 各 组 SVZ 免 疫 组 织 化 学 染色 结果 

2.2.1 各 组 SVZ Nestin 免疫 组 织 化 学 染色 结果 光 镜 下 
可 见 对 照 组 假手 术 组 和 实验 组 SVZ 组 织 均 出 现 不 同 
程度 的 BrdU Nestin 免 疫 组 化 阳性 染色 ,可见 有 大 量 细 
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胞 时 棕 褐 色 颗 粒 , 分 别 位 于 细胞 核 和 细胞 质 明显 。 其 中 
实验 组 BrdU Nestin 免疫 组 织 化 学 染色 相对 较 强 ,其 余 
两 组 相对 较 弱 。 

2.2.2 各 组 SVZ BrdU 免 疫 组 织 化 学 染色 结果 光 镜 下 
可 见 对 照 组 、 假 手术 组 和 实验 组 SVZ 组 织 均 出 现 不 同 
程度 的 BrdU 免疫 组 化 阳性 染色 ,可 见 有 大 量 标 褐色 颗 
粒 着 色 ,主要 在 分 布 细胞 核 。 其 中 实验 组 BrdU 免疫 组 
织 化 学 染色 相对 较 强 ,其 余 两 组 相对 较 弱 。 

2.3 各 组 SVZ 组 织 激光 共有 聚焦 显微镜 检测 双 标 结果 
2.3.1 各 组 SVZ 组 织 激光 共聚 焦 显 微 镜 Nestin /NSE 标 
记 及 计数 结果 共聚 激光 显微镜 可 见 3 个 组 不 同时 间 点 
的 SVZ 组 织 均 旦 现 不 同 程度 的 Nestin/NSE 双 标 抗体 标 
记 阳 性 细胞 (下 称 阳 性 细胞 1),Nestin 和 NSE 痰 光 染 色 
镜 下 分 别 呈 绿色 及 红色 ,细胞 呈 神 经 元 形态 ,Nestin 及 


表 1 各 组 SVZ 激 光 共 聚焦 显微镜 Nestin/NSE 标 记 计数 结果 


NSE 主要 分 布 在 细胞 浆 和 细胞 膜 。 对 各 个 组 不 同时 间 
SVZ 组 织 阳 性 细胞 1 进行 细胞 数量 计数 ,结果 显示 :对 
照 组 与 假手 术 组 SVZ 组 织 ,在 相应 处 理 后 的 第 1、3、7、 
14 天 ,阳性 细胞 1 计数 均 无 显著 统计 学 差异 ;但 实验 组 
大 鼠 SVZ 组 织 阳 性 细胞 1 计数 在 第 1 天 时 即 已 升 高 为 
57.3, 第 3 天 出 现 峰 值 67.9, 第 7 天 时 开始 下 降 为 59.7, 第 
14 天 基本 恢复 正常 为 29.1; 实 验 组 4 个 时 间 点 的 阳性 细 
胞 1 计数 有 显著 统计 学 差异 。 而 在 第 1.3.7 天 ,对 照 组 
和 假手 术 组 ,与 实验 组 SVZ 组 织 的 阳性 细胞 1 计数 相 
比 , 均 有 显著 统计 学 差异 ,而 对 照 组 和 假手 术 组 间 均 无 
统计 学 差异 ;在 第 14 天 ,对 照 组 ,假手 术 组 与 实验 组 之 
间 的 阳性 细胞 1 计数 则 无 显著 统计 学 差异 。 详 细 结 
表 1。 


Tab.1 Nestin/NSE-positive cells in the SVZ measured by laser scanning confocal microscopy in each group (Mean+SD) 


Time n Dayl Day3 Day7 Day14 Total F P 
Control group 8 28.6+3.9 27.9+3.8 30.5+4.7 29.1+4.1 29.2+5.1 0.167 0.247 
Sham group 8 28.1+4.3 30.9+4.6 29.9+4.8 27.4+3.9 28.2+5.5 2.834 0.135 
Experimental group 8 57.343.1^ 67.9x3.8^^ 59.753.6^ 29.1+4.7^^ 45.7+5.0 148.44 0.001 
F 35.31 179.77 111.08 1.867 198.356* 

P 0.001 0.001 0.001 0.179 0.001 


*F—198.356, P=0.001 for main effect. ^P«0.05; ^^P«0.01. 


2.3.02 各 组 SVZ 组 织 激光 共聚 焦 显 微 镜 Nestin/GFAP 
标记 及 计数 结果 共聚 激光 显微镜 可 见 ,对 照 组 和 假手 
术 组 SVZ 组 织 中 都 有 不 同 程度 Nestin/GFAP 双 标 抗 体 
标记 阳性 细胞 染色 (下 称 阳 性 细胞 2) ; 而 实验 组 不 同时 
间 点 ( 脑 损伤 后 第 1.3.7 及 14 天 ) 的 SVZ 组 织 均 呈现 不 
同 程度 的 阳性 细胞 2,Nestin 和 GEAP 荧 光 染 色 镜 下 分 
别 呈 绿色 及 红色 ,细胞 呈 胶 质 细胞 形态 ,主要 分 布 在 细 
胞 浆 及 细胞 轴 突 。 对 各 个 组 不 同时 间 SVZ 组 织 阳性 细 
胞 2 数量 计数 ,结果 显示 :对 照 组 与 假手 术 组 SVZ 组 织 ， 
在 相应 处 理 后 的 第 1.3.7.14 天 时 间 点 ,阳性 细胞 2 计数 
均 无 显著 统计 学 差异 ;但 实验 组 大 鼠 SVZ 组 织 的 该 细 
胞 计数 在 脑 损 伤 后 第 1 天 升 高 为 27.5, 第 3 天 出 现 峰值 
39.9, 第 7 天 降 为 28.7; 第 14 天 基本 恢复 正常 为 20.3; 实 
验 组 4 个 时 间 点 的 阳性 细胞 2 计数 有 显著 统计 学 差异 。 
而 在 第 1.3.7 天 ,对 照 组 和 假手 术 组 ,分别 与 实验 各 组 
SVZ 组 织 的 阳性 细胞 2 计数 相 比 , 均 有 显著 统计 学 差 


2.3.3 各 组 SVZ 组 织 激光 共聚 焦 显 微 镜 BrdU/NSE 标 记 
及 计数 结果 共聚 激光 显微镜 检测 可 见 ,对 照 组 和 假手 
术 组 大 鼠 SVZ 组 织 中 有 少量 BrdU/NSE 双 标 抗体 标记 
阳性 细胞 染色 (下 称 阳性 细胞 3); 而 实验 组 不 同时 间 点 
( 脑 损伤 后 第 1.37 及 14 天 ) 的 SVZ 组 织 均 呈 现 不 同 程 
度 的 阳性 细胞 3 ,细胞 呈 神 经 细胞 形态 ,BrdU 和 NSE 主 
要 分 布 在 细胞 核 及 细胞 浆 。 对 各 个 组 不 同时 间 SVZ 组 
织 阳性 细胞 3 进行 数量 计数 ,结果 显示 :对 照 组 与 假手 
术 组 SVZ 组 织 , 在 处 理 后 的 第 1.3、7、14 天 时 间 点 ,阳性 
细胞 3 计数 均 无 显著 统计 学 差异 ;但 实验 组 SVZ 组 织 阳 
性 细胞 3 数量 在 脑 损 伤 后 的 第 1 天 升 高 为 15.2, 第 3 天 达 
峰值 19.9, 第 7 天 降 为 14.9; 第 14 天 则 基本 恢复 正常 为 
9.6; 实 验 组 4 个 时 间 点 的 阳性 细胞 3 细胞 数 有 显著 统计 
学 差异 。 而 在 第 1.3、7 天 ,对 照 组 和 假手 术 组 ,分 别 与 实 
验 各 组 SVZ 组 织 的 阳性 细胞 3 细胞 计数 相 比 , 均 有 显著 
统计 学 差异 。 而 对 照 组 和 假手 术 组 间 均 无 统计 学 差异 ; 


异 , 而 对 照 组 和 假手 术 组 间 均 无 统计 学 差异 。 而 在 第 14 
天 ,3 组 之 间 的 阳性 细胞 2 计数 又 无 显著 统计 学 差异 。 
详细 结果 表 2。 


而 在 第 14 天 ,3 组 之 间 的 阳性 细胞 3 细胞 数 又 无 显著 统 
计 学 差异 (图 1, 表 3)。 
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表 2 各 组 SVZ 激 光 共 聚焦 显微镜 检查 Nestin/GFAP 标 记 计 数 结果 

Tab.2 Nestin/GFAP-positive cells in the SVZ measured by laser scanning confocal microscopy in each group (Mean+SD) 
Time n Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Total F P 
Control group 8 17.622.9 18.3224 19.122.5 17.822.8 18.423.3 1.459 0.247 
Sham group 8 18.122.4 19.3+2.7 20.1+2.3 19.122.5 19.722.9 2.011 0.135 
Experimental group 8 27.533.1^ 39.9+3.9^^ 28.7+3.7^ 20.3+4.3 31.1+4.7 33.74 0.001 
F 22.93 100.02 51.24 1.531 103.42* 
P 0.001 0.001 0.001 0.239 0.001 

*F-103.42, P-0.001 for main effect. ^P«0.05; ^^P«0.01. 

表 3 各 组 SVZ 激 光 共 聚焦 显微镜 BrdU/NSE 标 记 计 数 结果 

Tab.3 BrdU/NSE-positive cells in the SVZ measured by laser scanning confocal microscopy in each group (Mean+SD) 

Time n Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Total F P 
Control group 8 8.3x1.0 8.10.9 7.90.8 7.80.9 8.1+1.2 1.891 0.201 
Sham group 8 8.4+0.9 8.0+1.0 8.3+0.8 8.2+0.9 8.3+1.3 0.966 0.483 
Experimental group 8 15.2+2.6^^ 19.9:3.4^^ 14.9:3.7^ 9.63.7 16.123.9 9.478 0.001 
F 37.637 48.671 40.532 0.976 53.617* 

D 0.001 0.001 0.001 0.491 0.001 


*F=53.617, P=0.001 for main effect. *F=0.917, P=0.477 for interaction effect between groups and the time points. ^P«0.05; ^^P«0.01. 


2.3.4 各 组 SVZ 组 织 激光 共聚 焦 显 微 镜 BrdU/GFAP 标 
记 及 计数 结果 共聚 激光 显微镜 检测 可 见 ,对 照 组 和 假 
手术 组 大 鼠 SVZ 组 织 中 有 少量 BrdU/GFAP 双 标 阳性 
染色 细胞 (下 称 阳 性 细胞 4) ;而 实验 组 不 同时 间 点 的 大 
鼠 SVZ 组 织 均 呈 现 不 同 程度 的 阳性 细胞 4, 镜 下 呈 绿 色 
及 红色 着 色 ,主要 分 别 分 布 在 细胞 核 和 细胞 轴 突 。 对 各 
个 组 不 同时 间 SVZ 组 织 阳性 细胞 4 进行 数量 计数 ,结果 
显示 :对 照 组 与 假手 术 组 SVZ 组 织 ,在 处 理 后 的 第 1 3、 
7、14 天 时 间 点 阳性 细胞 4 计数 均 无 显著 统计 学 差异 ;但 
实验 组 的 阳性 细胞 数量 在 第 1 天 升 高 为 13.2, 第 3 天 达 
峰值 18.9, 第 7 天 降 为 14.7; 第 14 天 则 基本 恢复 正常 为 
9.3; 实 验 组 4 个 时 间 点 的 阳性 细胞 数 有 显著 统计 学 差 
异 ; 而 在 第 1.3、7 天 ,无 对 照 组 和 还 是 假手 术 组 ,分 别 与 
实验 各 组 阳性 细胞 计数 相 比 , 均 有 显著 统计 学 差异 ， 
而 对 照 组 和 假手 术 组 间 均 无 统计 学 差异 ;而 在 第 14 
天 ,3 组 之 间 的 阳性 细胞 数 又 无 显著 统计 学 差异 ( 表 4)。 


3 讨论 

人 研究 认为 小,NSCs 可 以 有 效 修复 受 损 CNS 的 功 
能 ,在 脑 组 织 与 脑 功能 的 损伤 修复 与 蔡 代 中 ,干细胞 技 
术 是 最 为 有 效 的 方法 之 一 。 在 正常 成 年 个 体 的 正常 情 
况 下 ,NSCs 处 于 静止 状态 ;在 某 些 疾病 .创伤 等 刺激 下 ， 
体内 的 NSCs 能 被 诱导 活化 ,以 替代 结构 与 功能 缺失 的 


神经 细胞 。Zhang 等 “研究 表明 ,中 度 的 TBI 能 促进 静 
止 期 的 神经 祖 细胞 在 TBI 后 第 3,7,49 天 增殖 分 化 ,在 
SVZ 和 SGZ 两 个 区 域 中 ,已 经 观察 到 TBI 迅 速 诱导 神 
经 发 生 .提升 细胞 增殖 水 平 的 现象 。 但 目前 仍 缺 乏 系 统 
而 确切 的 证 据 。 因 此 模拟 临床 TBI 情 况 下 NSCs 原 位 动 
员 并 参与 CNS 的 修复 过 程 ,成 为 神经 外 科学 术 领 域 关 
注 的 热点 。 

目前 用 于 实验 研究 的 TBI 模 型 有 很 多 种 ,应 用 较 多 
的 主要 有 惯性 加 速 TBI 模 型 .固定 冲击 TBI 模 型 自由 
落体 闭合 TBI 模 型 液压 冲击 TBI 模 型 等 ,其 中 自由 落 
体 TBI 模 型 脑 组 织 损 伤 局 限 , 伤 后 可 出 现 局 灶 性 脑 挫 裂 
伤 . 皮 质 出 血 以 及 脑 水 肿 ,损伤 机 制 与 临床 TBI 相 似 , 适 
用 于 制造 临床 TBI 动 物 研 究 模型 四。 本 实验 采用 自由 
落体 TBI 模 型 ,由 于 中 型 颅 脑 损伤 模型 创伤 条 件 稳定 可 
靠 单一 ,创伤 程度 适中 ,损伤 模型 动物 的 致死 率 低 , 适 
于 大 批量 的 实验 研究 , 故 选用 中 型 作为 研究 依托 模型 ， 
使 得 实验 结果 更 具 参 考 价值 。 同 时 ,为 了 提高 结果 的 客 
观 性 ,本 实验 选取 了 两 个 NSCs 的 特异 性 标志 物 Nestin 
与 BrdU。Nestin 属于 第 V 类 中 间 丝 和 蛋白 ,以 豚 胎 组 织 
及 成 年 哺乳 动物 脑 内 室 管 膜 下 区 和 齿 状 回 颗 粒 下 区 神 
经 前 体 细胞 内 分 布 为 主 ,被 认为 是 CNS 发 育 过 程 中 
NSCs 的 标志 之 一 一 ,主要 定位 于 细胞 质 。BrdU 作为 细 
胞 增殖 的 标志 物 , 可 代替 胸腺 喀 啶 在 细胞 的 DNA 合 成 
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1 实验 组 各 时 间 点 伤 侧 SVZ 激 光 共 聚焦 显微镜 BrdU/NSE 标 记 结 果 

Fig.l Brdu/NSE-positive cells in the SVZ on the injured side observed by laser scanning confocal microscopy at 
different time points following TBI (x20). A: Day 7 after TBI. Arrows indicate BrdU-positive cells in the SVG with 
FITC green fluorescent labeling of the cell nuclei; B: Day 7 after TBI. Arrows indicate positive cells for NSE in the 


SVG with Rodanmin red fluorescent labeling of the cytoplasm; C: Day 7 after TBI. Arrows indicate positive cells for 
BrdU/NSE double labeling with FITC and Rodanmin fluorescent labeling of the cell nuclei and cytoplasm, 
respectively; D: Day 3 after TBI. Arrows indicate positive cells for BrdU in the SVG with FITC green fluorescent 
labeling of the cell nuclei; E: Day 3 after TBI. Arrows indicate positive cells for NSE in the SVG with Rodanmin red 
fluorescent labeling of the cytoplasm; F: Day 3 after TBI. Arrows indicate positive cells for nestin/NSE double 


labeling in the SVG with FITC and Rodanmin fluorescent labeling of the cell nuclei and cytoplasm, respectively. 


表 4 各 组 SVZ 激 光 共 聚焦 显微镜 BrdU/GFAP 标 记 计 数 结果 


Tab.4 BrdU/GFAP-positive cells in the SVZ measured by laser scanning confocal microscopy in each group (Mean+5D) 


Time n Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Total F P 
Control group 8 7.6+0.9 8.1+0.8 7.8+0.5 7.8+0.7 7.9+1.2 1.546 0.224 
Sham group 8 8.1+0.7 8.0+0.6 8.3+0.8 8.1+0.9 8.2+1.1 0.823 0.492 
Experimental group 8 13.242.2^^ 18.9:3.7^^ 14.743.606 | 93227 15.5+3.9 12.464 0.001 
F 9.542.7 47.361 44.545 0.767 49.656* - - 
P 0.001 0.001 0.477 0.001 - - 


*F—49.656, P=0.001 for the main effect. *F=0.959, P=0.247 for interaction effect between groups and the time points. ^P«0.05; ^^P«0.01. 


HCS BH oEE SIZE TOTE , PHARE IAA EREK 
检测 NSCs 中 BrdU 的 表达 情况 ,可 以 间接 检测 NSCs 的 
增殖 .分 化 等 情况 "7 。 利 用 Nestin 与 BrdU 所 建立 的 定 
生 ` 定 量 检测 细胞 增殖 和 分 化 的 标记 方法 ,结合 神经 元 
特异 标志 物 NSE 及 胶 质 细胞 标志 物 GFAP, 双 标 方法 可 
明确 来 源 于 CNS 的 神经 元 及 神经 胶 质 细胞 分 化 状态 。 
本 实验 模拟 临床 TBI 情 况 下 NSCs 原 位 动员 并 参 
与 CNS 的 修复 过 程 ,研究 大 鼠 中 型 TBI 后 不 同 部 位 原 


= 


位 诱导 内 源 性 NSCs 增 殖 分 化 的 病理 生理 变化 趋势 。 
结果 表明 ,在 TBI 后 的 伤 人 出 SVZ 中 NSCs 增 殖 分 裂 , 以 
伤 后 第 3 天 时 最 明显 ,到 伤 后 第 14 天 时 ,下 降 至 接近 正 
常 水 平 。 提 示 中 度 TBI 后 第 3 天 明显 动员 伤 侧 的 SVZ 
中 NSCs, 使 其 增殖 分 化 ,并 且 以 NSCs 来 源 为 主 。 表 明 
SVZ 是 NSCs 增 殖 分 化 的 重要 的 生发 中 心 。 但 该 实验 
未 研究 NSCs 主要 向 何 种 类 型 的 细胞 分 化 。 因 此 NSCs 
向 神经 元 分 化 的 潜在 调节 机 制 ,以 及 NSCs 分 化 以 何 种 
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类 型 的 细胞 为 主将 是 下 一 步 研究 重点 。 

综 上 所 述 , 本 实验 建立 了 简单 可 控 、 重 复 性 好 的 临 
床 TBI 动 物 实验 模型 ,初步 揭示 了 TBI 后 NSCs 原 位 动 
员 及 增殖 分 化 的 动态 变化 规律 ,可 为 进一步 研究 NSCs 
移植 的 相关 实验 提供 重要 参考 ,为 未 来 临床 上 治疗 TBI 
提供 可 借鉴 的 实验 依据 及 策略 。 
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